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RESUMO: O objetivo deste estudo foi comparar as caracteristicas morfologicas, o potencial proliferativo e a producao
protéica de fibroblastos do ligamento periodontal (FLP) e de fibroblastos gengivais (FG). Os fibroblastos foram cultiva-
dos pela técnica do explante a partir de fragmentos da gengiva e do ligamento periodontal de um mesmo individuo. As
células foram isoladas e plaqueadas para analise por microscopia de contraste de fase e microscopia éptica. O indice
de proliferacao celular foi determinado por contagem automatica de células e pelo ensaio de incorporacao de bromo-
dioxiuridina (BrdU). A producéao de proteina total foi verificada por eletroforese em gel de poliacrilamida e o perfil enzi-
matico por analise zimografica. Os FLP sdo maiores e mais alongados que os FG em condicées de subconfluéncia e
confluéncia celular. Os FLP demonstraram um potencial proliferativo significantemente maior que os FG. Os perfis
protéico e enzimatico foram similares entre os FLP e FG. Os resultados demonstram que os FLP e FG sao diferentes na
morfologia e na capacidade proliferativa, porém sao semelhantes na producao protéica.

DESCRITORES: Fibroblastos; Bolsa gengival; Ligamento periodontal.

ABSTRACT: The objective of this study was to compare fibroblasts from the periodontal ligament (PLF) and gingival
fibroblasts (GF) as to morphology, proliferation rate and protein synthesis. PLF and GF were explanted from tissues of
the same patient. To characterize and compare the morphology of cells, PLF and GF were plated and analyzed under
phase-contrast and optical microscopies. Proliferation rates were determined by means of automated counts carried
outindays 1, 4,7, 15 and 21, and also by means of the bromodeoxyuridine labelling index (BrdU). Total protein con-
tent was analyzed by means of electrophoresis in 10% polyacrylamide gel and zimography containing gelatin as sub-
strate. PLF were bigger and more elongated than GF in subconfluence and confluence conditions. The proliferative rate
of PLF was higher than that of GF at 1, 4, and 7 days (p < 0.05). At 15 and 21 days, there was no statistically significant
difference as to the number of cells. PLF presented a significantly greater proliferative potential, in relation to GF
(p < 0.05). The synthesis of protein in a period of 24 hours was similar for both PLF and GF. Our results demonstrated
that PLF and GF are different as to morphology and proliferative capacity, however, they do not differ as to protein syn-
thesis.

DESCRIPTORS: Fibroblasts; Gingival pocket; Periodontal ligament.

INTRODUCAO

A doenca periodontal € um processo inflamato-
rio caracterizado pela perda dos tecidos de supor-
te, incluindo o ligamento periodontal, cemento e
osso alveolar®. A partir da publicacdo de Melcher®
(1976), demonstrando que o ligamento periodontal
contém células com potencial regenerativo, o prin-
cipal objetivo dos tratamentos periodontais tem

sido a regeneracao dos tecidos de suporte perdi-
dos. A inducao e diferenciacao de fibroblastos do
ligamento periodontal favorece o processo regene-
rativo com a formacao de novo cemento, ligamento
periodontal e osso alveolar em area anteriormente
envolvida pela doenca®. Sendo assim, a caracteri-
zacao e comparacdo das células do ligamento pe-
riodontal com células de outros tecidos tem sido
essencial para o melhor conhecimento da partici-
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pacdo destas células no processo de regeneracao
periodontal.

As caracteristicas morfologicas e biologicas dos
fibroblastos dos tecidos periodontais nao sdo com-
pletamente conhecidas, e os resultados de estudos
de cultura celulares variam. Fibroblastos do liga-
mento periodontal (FLP) sdo morfologicamente se-
melhantes, mas funcionalmente diferentes dos fi-
broblastos gengivais (FG)°. Por exemplo, os FLP
produzem grandes quantidades de fosfatase alcali-
na’, enzima que atua no metabolismo do fosfato,
provavelmente iniciando o processo de mineraliza-
cao 6ssea e formacéao do cemento acelular’. Os FLP
parecem proliferar mais rapidamente e sintetizar
maiores quantidades de matriz extracelular que os
FG™'. Estas caracteristicas ndo sao exclusivas das
células do ligamento periodontal, entretanto cons-
tituem atributos funcionais importantes nos pro-
cessos regenerativos. Para auxiliar na elucidacao
das diferencas entre os FLP e FG, o objetivo deste
estudo foi comparar as caracteristicas morfologi-
cas, o potencial proliferativo e a producéo protéica
de fibroblastos isolados do ligamento periodontal e
da gengiva de um mesmo individuo.

MATERIAIS E METODOS
Culturas primarias de FLP e FG

Os fragmentos do ligamento periodontal foram
obtidos de pré-molares extraidos por razdo orto-
dontica de uma paciente de 12 anos de idade e os
fragmentos gengivais foram obtidos aproveitando o
retalho levantado para realizacao da extracao. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
UNICAMP.

As culturas primarias de FLP e FG foram obti-
das pela técnica do explante como descrito por So-
merman et al.”® (1988) com algumas modificac¢oes.
Os pré-molares extraidos foram lavados gentil-
mente com soro fisiolégico e com auxilio de uma
cureta foi removido o ligamento periodontal do ter-
co médio da raiz. O material foi plaqueado em meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) complementa-
do com 150 pg/ml de ampicilina G e 10% de soro
fetal bovino (SFB; Gibco BRL, Gaithersburg, MD,
EUA) em uma placa de 35 mm de diametro (Cor-
ning Cortar, EUA). Os fragmentos gengivais foram
cortados em fragmentos de aproximadamente
1 mm?®, lavados e incubados no mesmo meio de
cultura em frasco de 25 cm® (Corning Costar). As
culturas foram mantidas a temperatura de 37°C,
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em atmosfera imida contendo 5% de CO,. O cres-
cimento celular foi monitorado e o meio de cultura
trocado a cada 2 dias. A concentracdo de ampicili-
na G foi reduzida para 50 ug/ml apés 15 dias de
cultivo. Ao atingirem a confluéncia, as células fo-
ram subcultivadas. Para as subculturas, as célu-
las foram lavadas em salina tamponada com fosfa-
to (PBS) acrescida de 0,1% EDTA, tratadas com
solucdo de tripsina a 0,1% e transferidas para
frascos de cultura de 75 cm?, caracterizando a pri-
meira passagem (P1). Os experimentos foram reali-
zados utilizando as células entre a primeira e déci-
ma passagens.

Analise morfoldgica

Fibroblastos do ligamento periodontal e fibro-
blastos gengivais (10° células) foram plaqueados
em 3 ml de DMEM acrescido de 10% de SFB em
frascos de cultura de 75 cm? e mantidos a 37°C,
em atmosfera imida contendo 5% de CO, por 24 h.
Em seguida, as células foram incubadas com meio
de cultura fresco por periodos que variaram de 1 a
5 dias. Diariamente as células foram analisadas
em condicodes de subconfluéncia e confluéncia, em
microscopio de fase invertido.

indice de crescimento celular

Fibroblastos do ligamento periodontal e fibro-
blastos gengivais (3 x 10*células/“well”) foram pla-
queados em 2 ml de DMEM acrescido de 10% de
SFB e cultivados em placas de cultura de 24
“wells” a 37°C em atmosfera iimida contendo 5%
de CO,. Transcorridas 16 h, as células foram lava-
das com PBS e o meio de cultura substituido por
DMEM sem SFB. Apés 16 h, as células foram no-
vamente incubadas com DMEM acrescido de 10%
de SFB. O indice de crescimento celular foi deter-
minado por contagem da populacao celular no 1°,
4°,7°, 15° e 21° dias, usando um contador auto-
matico de células (Coulter Counter, Beckman).

indice proliferativo de incorporacéo de BrdU

Fibroblastos do ligamento periodontal e fibro-
blastos gengivais (3 X 10% foram plaqueados em
0,5 ml de DMEM acrescido de 10% de SFB em la-
minas de vidro tratadas para cultura celular (Lab-
Tek, Nunc Int, Naperville, IL, EUA) e cultivados a
37°C em atmosfera iimida contendo 5% CO, por
24 h. Em seguida, as células foram lavadas em
PBS e incubadas em mesmo meio acrescido de
BrdU (Amersham Life Sci, Arlington, IL, EUA) na
diluicao 1:1.000. Apés 1 h de incorporacdo de
BrdU as células em proliferacdo foram reveladas



Palioto DB, Coletta RD, Martelli Junior H, Joly JC, Graner E, Lima AFM de. Comparacao entre fibroblastos gengivais e do ligamento
periodontal de um mesmo individuo. Pesqui Odontol Bras 2002;16(4):319-325.

por analise imuno-histoquimica utilizando proto-
colos descritos pelo fabricante (kit de proliferacéo
celular, Amersham). O indice de incorporacao foi
expresso como porcentagem de células marcadas
com BrdU e representada a contagem de 500 célu-
las de cada linhagem celular, utilizando o sistema
de analise de imagens Zeiss (KONTROM 400).

Analise da producéo protéica

Fibroblastos do ligamento periodontal e fibro-
blastos gengivais foram plaqueados em duplicata
em placas de 24 “wells” (6 X 10* células/“well”) e
cultivados por 24 h. Em seguida, as células foram
tratadas com DMEM acrescido ou nédo de 10% de
SFB e cultivadas por um periodo adicional de 24 h.
Os sobrenadantes celulares foram coletados e as
células incubadas em tampao de lise contendo
S50 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 5 mM de EDTA; 1%
Tween de 20; 2 mM de PMSF; 2 mM de NEM sob
agitacao a 4°C por 30 min. Apos rapida centrifuga-
cao, o sobrenadante e o extrato celular tiveram a
concentracdo protéica total determinada pelo mé-
todo de Bradford (Bradford?, 1976).

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Quantidades iguais de proteinas dos sobrena-
dantes ou dos extratos celulares das culturas de
FLP e FG foram misturadas com tampao de amos-
tra redutor (2% de SDS; 125 mM de Tris-HCI,
pH 8,0; 10% de glicerol; 0,001% de azul de bromo-
fenol; 2% de mercaptoetanol), fervidas por 5 min,
submetidas a separacdo eletroforética em gel de
poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE) e coradas em
Coomassie blue R 250 (Bio Rad Lab., Hercules, CA,
EUA).

Zimografia

A analise zimografica foi realizada como descri-
ta por Coletta et al.® (1999). Resumidamente, a
mesma quantidade protéica dos sobrenadantes ou
dos extratos celulares das culturas de FLP e FG fo-
ram incubadas com tampéao de amostra nao redu-
tor e submetidas a eletroforese em 10% SDS-PAGE
contendo 1,6 mg/ml de gelatina (Bio Rad) como
substrato. Apos eletroforese, os géis foram lavados
duas vezes por 30 min em solucdo aquosa de 2%
de Triton X-100 e incubados por 16 h a 37°C em
tampao de ativacao composto por 10 mM de
Tris-HCI pH 8,0 e 5 mM de CaCl,. A seguir, os géis
foram corados com Coomassie blue R 250 (Bio
Rad). As proteinas com atividade gelatinolitica fo-
ram observadas como bandas negativas. Para con-
firmacao da identidade das enzimas com atividade

gelatinolitica como pertencentes ao grupo das me-
taloproteinases de matriz (MMP) foi adicionado ao
tampao de ativacdo 2 mM de 1,10-fenantrolina
(Sigma), um inibidor especifico da acao enzimatica
de MMPs.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como mé-
dia = desvio padrao dos grupos de fibroblastos.
Para analise das diferencas entre os grupos foi uti-
lizado o teste t de Student com critério bicaudal,
utilizando 5% como nivel de significancia. Todos os
experimentos foram realizados, pelo menos, trés
vezes.

RESULTADOS

Fibroblastos do ligamento periodontal e fibro-
blastos gengivais emergiram dos fragmentos em
média 7 dias apo6s o inicio da cultura. Contudo, de-
vido ao maior nimero e tamanho dos fragmentos
gengivais em comparacao aos fragmentos do liga-
mento periodontal, apés 2 semanas de cultura pri-
maria, as FG preenchiam mais de 70% do frasco,
sendo entdo realizada a primeira subcultura. Por
outro lado, a primeira subcultura de FLP s6 foi
possivel apés 70 dias de cultivo primario. As célu-
las da gengiva e do ligamento periodontal prolifera-
ram em orientacao paralela respeitando o espaco
entre as membranas celulares. Em condicoes de
confluéncia celular ndo foram observados empi-
lhamento, desorganizacdo ou morte celular. Ocor-
reu inibicdo de crescimento por contato, como é
caracteristico de células normais. Apés a décima
primeira passagem foi observada uma reducdo na
velocidade de crescimento e, proximo a décima
quinta passagem, as duas culturas nao progredi-
ram como inicialmente, sendo entao descartadas.

Morfologia celular

Em condicdes de subconfluéncia e de con-
fluéncia, os fibroblastos do ligamento periodontal
e gengivais exibiram formato fusiforme com nu-
cleo central e tipicos prolongamentos citoplasma-
ticos, entretanto, aparentemente, as células pro-
venientes do ligamento periodontal apresentaram
dimensbes maiores e eram mais alongadas do que
as oriundas da gengiva (Figura 1). Em condicdes
de saturacao celular, o namero de FG variou
entre 16,2 e 26,2 X 10* células/cm’® com a média
de 21,1 + 4,3 X 10* células/cm’, enquanto que o
numero de FLP variou entre 11,4 e 19,8 X 10* cé-
lulas/cm?® com uma média de 15,9 + 3,5 x 10* cé-
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FIGURA 1 -
Caracteristicas
morfolégicas em
microscopia de
contraste de fase dos
fibroblastos gengivais
(FG)(AeC)e
fibroblastos do
ligamento periodontal
(FLP) Be D). Ae B
representam condigoes
de subconfluéncia
celular enquanto que
C e D representam
condicoes de
confluéncia. Note o
tipico formato
fusiforme de ambos os
tipos celulares em
condicoes de
subconfluéncia
celular. Em condicoes
de confluéncia, FLP
demonstraram
dimensodes maiores
que FG (160 X).

TABELA 1 - Analise proliferativa determinada pelo indi-
ce de incorporacdo de BrdU e contagem celular em con-
fluéncia maxima por cm? para fibroblastos do ligamento
periodontal (FLP) e fibroblastos gengivais (FG).

Fibroblastos BrdU (%) Células (X 10%)/cm?
FLP 65,1 £ 11,0* 159 £ 3,5
FG 412 + 17,1 21,1 + 4,3%
*p < 0,05.

lulas/cm®’. O numero de FG/cm® foi signi-
ficativamente maior que o numero de FLP
(p < 0,05; Tabela 1).

Proliferacdo celular

A analise proliferativa dos FLP e FG é mostrada
no Grafico 1. FLP proliferaram mais rapidamente
em todos os periodos analisados. Do dia 1 ao 7 as
diferencas no ntuimero de células entre os grupos fo-
ram estatisticamente significantes (p < 0,05). Nos
dias 15 e 21 foi observada uma saturacédo no ntume-
ro de células, sendo a proliferacdo menos intensa.
O indice de incorporacdo de BrdU também demons-
trou que FLP apresentam maior potencial prolifera-
tivo que FG. A imunorreatividade para BrdU foi
identificada em ambas as culturas celulares. Nua-
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GRAFICO 1 - Relacéo de crescimento celular para fibro-
blastos do ligamento periodontal (FLP) e fibroblastos
gengivais (FG). Cada ponto representa a média *+ desvio
padrao de 9 contagens independentes para cada linha-
gem celular. Do dia 1 ao dia 7 as diferencas no nimero
de FLP foram significantemente maiores que de FG
(p < 0,05). Nos dias 15 e 21 foi observada uma saturacdo
na quantidade de células.

cleos com coloracdo marrom, independente da in-
tensidade de marcacao, identificaram as células em
proliferacao. A Tabela 1 demonstra que FLP apre-
sentaram indice de incorporacdo de BrdU significa-
tivamente maior que FG (p < 0,05). A porcentagem
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média de células do ligamento periodontal positivas
para BrdU foi 65,1 = 11,0%, com mediana de
63,6%, enquanto que FG apresentaram média de
41,2 £ 17,1%, com uma mediana de 43,6%.

Producéo protéica

A analise da producéo protéica total determina-
da em gel de eletroforese em gel de poliacrilamida a
10% demonstrou um padrao similar para FLP e FG
cultivados na presenca ou auséncia de SFB, no pe-
riodo de 24 h (Figura 2). Quando o sobrenadante e
o extrato celular de FLP e FG foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo ge-
latina como substrato, foi identificada uma banda
com atividade gelatinolitica de massa molecular
aproximadamente a 72 kDa (Figura 3). A atividade
enzimatica foi inibida por 1,10-fenantrolina, indi-
cando que esta enzima provavelmente correspon-
de a metaloproteinase de matriz-2 (MMP-2). Nao

Sokrenadante Extrato celular
PM FG FLP FG FLP SFB
114 kDa> *
82 kDa> 25
i
62 kDa>
49 kDa=
37 kDa>
25 kDa> ;
¥
19 kDa>
- e -

FIGURA 2 - Analise da producéao de proteina total em fi-
broblastos do ligamento periodontal (FLP) e fibroblastos
gengivais (FG). As células foram cultivadas por 24 h e o
sobrenadante e extrato celulares foram submetidos a se-
paracao eletroforética em gel de poliacrilamida a 10%. O
padrao de peso molecular (PM) é indicado a esquerda do
gel. Meio de cultura suplementado com 10% de soro fe-
tal bovino foi utilizado como controle da reacao.

foi observada diferenca na producao entre as
linhagens celulares, porém o sobrenadante de-
monstrou uma maior atividade gelatinolitica.

DISCUSSAO

A caracterizacao das células do ligamento
periodontal e sua comparacao com células do teci-
do gengival sdo essenciais para a compreensao dos
sucessos e insucessos da manutencao e regenera-
cao periodontal. As caracteristicas morfologicas e
bioquimicas dos FLP sao ainda pouco conhecidas.
Neste estudo, nés utilizamos culturas primarias
de FLP e FG isoladas de um mesmo individuo. Este
fato é fundamental para a comparacao fenotipica
entre as linhagens celulares, visto que as caracte-
risticas genéticas sdo idénticas. FLP apresentaram
caracteristicas distintas dos FG. Em condicdes de
subconfluéncia e confluéncia celular, a morfologia
dos FLP e FG foi diferente. FLP foram mais alonga-
Extrato celular

Soarenadante Inibigao

FG FLP  FG FLP FG FLP

72 kDa>

FIGURA 3 - Analise zimografica em gel de poliacrilamida
co-polimerizado com gelatina dos sobrenadantes de cul-
turas celulares de fibroblastos do ligamento periodontal
(FLP) e fibroblastos gengivais (FG). Observe a presenca
de uma enzima com atividade gelatinolitica de massa
molecular estimada em 72 kDa e com atividade inibida
por 1,10 fenantrolina nos sobrenadantes de FG e FLP,
correspondendo a metaloproteinase de matriz-2.
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dos e volumosos que FG. Em condicbes de satura-
cao da densidade celular, o nimero de FLP por cm?
foi significantemente menor comparado ao de FG.
O potencial proliferativo dos FLP foi maior que o
dos FG. Por outro lado, a producéao protéica total e
a atividade gelatinolitica foram similares nas li-
nhagens celulares estudadas.

Existem poucos trabalhos na literatura avalian-
do e comparando as caracteristicas dos FLP com
FG de um mesmo paciente. Apesar de Hassel®
(1993) ter afirmado que os fibroblastos do ligamen-
to periodontal sdo semelhantes aos gengivais, pu-
demos observar, ao microscopio de contraste de
fase, que na cultura de FLP existe predominancia
de células maiores e mais alongadas em compara-
cao a cultura de FG (Figura 1). Estes resultados es-
tdo de acordo com os resultados observados por
Ogata et al. (1995) que demonstraram que, em
condicoes de confluéncia, FLP humanos sao mais
afilados que os FG.

O indice de proliferacdo determinado pela
contagem celular foi estatisticamente mais alto
nos dias 1, 4 e 7 para os FLP que para os FG
(Grafico 1). Nos dia 15 e 21 os fibroblastos do liga-
mento periodontal ainda proliferaram mais que os
gengivais, sem diferenca estatistica significativa,
possivelmente pelo fato de ambas as linhagens es-
tarem atingindo a confluéncia. Isso pode ser con-
firmado pela analise proliferativa pelo indice de in-
corporacdo de BrdU. O indice BrdU para FLP foi de
61% enquanto que para os FG foi de 43% (p < 0,05)
(Tabela 1). Estes resultados indicam crescimento
exponencial mais rapido para os FLP, que segundo
Mariotti e Cochran’ (1990) atingem um platoé de
confluéncia em 6 dias.
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A presenca da enzima fosfatase alcalina é des-
crita nos FLP, mas néao nos FG'"*. Arceo et al.'’
(1991) demostraram que a enzima fosfatase alcali-
na é fundamental para o inicio da mineralizacado
cementaria, promovendo a formacao dos nucleos
de mineralizacao.

A producédo de proteina total durante o periodo
de 24 h demonstrou um perfil protéico similar para
FLP e FG, tanto qualitativa quanto quantitativa-
mente. Para melhor caracterizacdo deste perfil
protéico, as linhagens celulares foram submetidas
a analise zimografica, revelando a presenca de
uma enzima com atividade gelatinolitica de massa
molecular aproximadamente de 72 kDa, corres-
pondendo a MMP-2 (Figura 3). Nossos resultados
estdo de acordo com os verificados por Mariotti e
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pacientes diferentes e encontraram sintese de pro-
teina total e de colageno similar para os dois gru-
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estes resultados sdo contrarios aos achados de So-
merman et al.”’(1988), que também usaram linha-
gens do mesmo paciente e encontraram uma pro-
ducao maior de proteina total e colageno para os
FLP em comparacao aos FG.

CONCLUSAO

Os resultados desta analise comparativa indi-
cam que os FLP sdo maiores e mais alongados e
mostraram indice de proliferacdo mais acelerado
que os FG. Entretanto, a producao de proteina to-
tal e a atividade gelatinolitica foram similares para
os dois grupos celulares.
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